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摘 要 : 目的 : 探究 短 肽 GFS-4 自 组 装 形成 的 水 凝 胶 作 为 支架 材料 构建 三 维 微 环境 对 BMSCs 
生物 学 特性 及 向 心肌 细胞 方向 诱导 分 化 过 程 的 影响 。 方 法 : 刚果 红 染 色 、 红 细胞 膜 裂 解 实 


验 检测 短 肽 GFS-4 自 组 装 效果 及 对 细胞 膜 是 否 具 有 裂解 作用 ; CCK8 和 A0/EB 米 色 分 别 检 测 对 


BMSCs 活 性 和 凋 亡 的 影响 ; Real-Time PCR 分 析 BMSCs 诱 导 分 化 后 MLC-2v、GATA-4 基 因 表 达 情 
况 。 结 果 : GFS-4 自 组 装 后 形成 致密 凝 胶 ， 自 组 装 前 后 对 细胞 膜 无 损伤 ; 三 维 培养 环境 细胞 
成 球形 生长 ， 细 胞 活力 和 凋 亡 速度 均 低 于 二 维 培养 环境 。 三 维 培养 组 在 诱导 分 化 过 程 中 第 5 
天 和 第 7 天 中 由 C0-2v、GATA-4 基 因 表 达 均 显著 高 于 二 维 组 (p<0.05) 。 结 论 : 短 肽 GFS-4 自 
组 装 水 凝 胶 构建 的 三 维 微 环境 延缓 了 BMSCs 的 增殖 速度 和 凋 亡 速度 ， 并 促进 向 心肌 方向 诱导 
分 化 过 程 中 MLC-2v、GATA-4 基 因 的 表达 。 

关键 词 细胞 三 维 培养 自 组 装 短 肽 骨 朵 间 充 质 干 细胞 心肌 分 化 
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Abstract: OBJECTIVE: To investigate the effect of BMSCs (bone marrow mesenchymal stem 
cells) at 3D (3-dimensional) culture microenvironment by peptide hydrogel scaffolds using self- 
assembling peptide GFS-4 on the biological behavior and the process of myocardium 


differentiation . METHODS: The effect of peptides GFS-4 on self-assembling characteristics and 
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the cell membrane disruptive were examined through Congo red staining and erythrocyte 
membrane lysis. Then, CCK8 and AO/EB staining were used to assess the difference in cell 
viability and apoptosis level between 2D (2-dimensional) and 3D microenvironment group.And 
we analyzed the expression of MLC-2v and GATA-4 gene in the process of myocardium 
differentiation by Quantitative Real-Time PCR, followed by BMSCs cultured at 2D and 3D 
environment for 3,5,7days. RESULTS:The self-assembling peptide GFS-4 form a dense gel after 
24 hours. There was no harmful for the cell membrane of the peptide before and after self- 
assembling.BMSCs at 3D culture environment showed that spherical shape, lower cell viability 
and lower apoptosis. When compared with the 2D culture environment group, the expression of 
MLC-2v and GATA-4 gene were respectively higher in the 3D environment group at 5 days and 7 
days in the process of myocardium differentiation (p«0.05). CONCLUSIONS: The 3D culture 
environment constructed by peptide hydrogel scaffolds delayed BMSCs' proliferation and 
apoptosis rate , and also promoted the expression of MLC-2v and GATA-4 gene during the 
process of myocardium differentiation. 

Keywords:three-dimensional culture nano-self-assembling peptide bone marrow 


mesenchymal stem cells myocardium differentiation 
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心肌 梗死 是 当今 世界 范围 内 威胁 人 类 健康 的 重要 疾病 之 一 "。 心 肌 梗死 后 ， 
缺 血 区 组 织 坏死 ， 并 发 生 纤维 化 痕 痕 修 复 。 心 肌 因 丧 失 收 缩 功 能 而 致使 心室 收 
缩 功 能 降低 、 血 流动 力学 异常 和 心室 重 构 ， 最 终 导致 心力 衰竭 。 现 有 临床 治疗 
方式 都 难以 替代 坏死 心肌 细胞 和 逆转 心室 重 构 过 程 ”。 来 源 广 泛 、 取 材 方便 的 
骨髓 间 充 质 干 细胞 (bone marrow mesenchymal stem cells, BMSCs) 因 具有 多 向 分 化 
洪 能 而 在 组 织 工程 领域 备 受 关注 ， 并 逐渐 应 用 于 心肌 梗死 组 织 工程 修复 领域 
。 已 有 研究 表明 ，BMSCs 在 体外 初步 诱导 后 移植 至 心肌 梗死 区 ， 通 过 蔡 代 坏 
死 的 心肌 细胞 ， 以 及 旁 分 泌 机 制 促进 缺 血 区 附近 组 织 血管 新 生 过 程 改 善 缺 血 心 
肌 血 供 ， 从 而 使 心 功能 得 到 改善 ”。 

近 些 年 纳米 生物 材料 应 用 于 组 织 工 程 研究 ， 为 心肌 梗死 临床 治疗 带 来 了 希 
望 。 自 组 装 短 肽 是 一 种 新 兴 的 生物 材料 ， 与 传统 的 生物 文 架 材 料 相 比 ， 有 具有 有 
纯度 高 、 免 疫 原 性 低 、 生 物 相 容 性 好 等 特点 ， 自 组 装 形成 纳米 级 纤维 的 结构 层 
次 且 降 解 产生 的 氨基 酸 易 于 人 体 吸 收 ”"。 自 组 装 短 肽 在 阳离子 条 件 下 自 组 装 形 
成 纳米 纤维 支架 材料 ， 具 有 能 够 模拟 胞 外 基质 (extracellular martrix, ECM) 微 环 
境 ， 影 响 细胞 增殖 、 迁 移 、 分 化 等 生物 学 行为 等 优势 ”“。 因 此 ， 自 组 装 短 肽 已 
逐渐 用 作 组 织 工 程 支架 材料 ”"。 本 研究 团队 已 建立 了 自 组 装 短 肽 研究 体系 ， 并 


在 快速 止血 、 药 物 释 控 、 组 织 工 程 、 和 创伤 修复 等 领域 开展 了 广泛 的 研究 。 

本 研究 使 用 的 短 肽 GFS-4 由 成 都 赛 恩 贝 生物 科技 有 限 公司 馈赠 。 相 对 分 子 质 
量 为 1791.08， 纯 度 为 96.55%，C 端 酰胺 化 ， 包 含 16 个 型 氨基 酸 残 基 ， 由 两 段 
含有 8 个 相同 氨基 酸 残 基 的 多 肽 拼接 构成 , 其 氨基 酸 序列 为 : Arg-Leu-Glu-Cys- 
Lys-Ala-Asp-Ala-Arg-Leu-Glu-Cys-Lys-Ala-Asp-Ala . (M 
明 : 心肌 细胞 在 GFS-4 短 肽 水 凝 胶 中 生长 良好 ， 且 心肌 梗死 体外 修复 实验 发 现 ， 
o BECEDE SUISSES 
肽 GFS-4 在 阳离子 条 件 下 形成 水 凝 胶 支 架 作 为 细胞 三 维 培养 微 环 境 对 BMSCs 的 
生物 学 特性 ， 以 及 在 其 向 心肌 方向 诱导 分 化 过 程 的 影响 。 


1. 材料 与 方法 
1. 1 材料 
HAK GFS-4 粉末 (成 都 赛 恩 贝 生物 科技 有 限 公 司 赠送 ，D112501); DMEM F12 


培养 基 CHyclone) ; 胎 牛 血清 CSciencell) ; 双 抗 (Genview) ; 025 % 
EDTA 胰 酶 (Gibco〉; CCK8 (上海 胞 云天 后 物 技术 有 限 公司 ); SYBR® Green I 
核酸 荧光 染料 、 叫 啶 橙 /省 化 乙 锭 (AO/EB) 深 液 、DEPC 水 (上 海 生 工 生 物 科 技 
有 限 公 司 ) ， 逆 转录 试剂 盒 (Takara) ;刚果 红 染 液 (Genivew) ; 去 离子 水 ， 
209 E BR EHI o 


1. 2 方法 
1.2.1 自 组 装 纳米 短 肽 刚果 红 染 色 称 取 短 肽 GFS-4 粉 末 1 mg， 用 灭 菌 去 离子 水 配 成 


10 mg/ml 短 肽 母液 ， 置 于 4 ‘冰箱 备用 。 生 理 盐 水 配制 5 mg/mLi Hk GFS-478 
液 ， 置 于 25 CC 下 旷 育 24h。 分 别 于 2 h、4 h、12 h、24h 取 10 则 短 肽 溶液 涂 在 载 
玻 片 上 ， 刚 果 红 染色 液 染 色 30 s， 光 镜 观 察 。 

1. 2.2 红 细胞 膜 裂 解 实验 ”分 别 用 生理 盐水 和 去 离子 水 配制 不 同 浓 度 ( 1、10、100 
heg/mmD) 的 短 肽 溶液 。 取 SD (Sprague Dawley) 大 鼠 股 动脉 抗 凝 血 ，1500 r/min 离 
心 20 min， 弃 上 清 ， 生 理 盐 水 洗涤 3 次 。 用 100 mL 生理 盐水 配 成 4% 红 细胞 溶 
液 。 取 100 眶 短 肽 溶液 和 400 uL 红细胞 (red blood cell, RBC) , 400 LL 生理 
盐水 ， 加 入 EP (eppendorf) 管 中 。 阳 性 对 照 组 加 入 节 饮 水， 阴性 对 照 组 加 入 生 
理 盐水 。 在 37 CRIE FEET h 后 ， 以 5000 r/min 离心 分 离 15 min， 取 上 清 液 。 
用 酶 标 仪 570 nm 波长 下 检测 吸光 度 。 

1.2.3 BMSCs 的 分 离 与 培养 ” 取 2 只 4 周 龄 雄性 SD 大 鼠 ， 断 颈 法 处 死 ， 置 于 75 % 酒 精 
中 浸泡 10 min， 分 离 股 骨 、 肥 骨 。 剪 去 两 端 骨髓 ， 用 含 10 % 胎 牛 血 清 的 DMEM- 
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F12 培 养 基 冲 洗 骨 髓 腔 ， 收 集 骨 髓 ， 离 心 10 min (1200 r/min), EWW, I% 
1x10?IL-!: 接 种 于 底面 积 为 23 cm2 的 培养 瓶 置 于 37 C, 5% COs 饱 和 温度 的 培养 箱 
中 培养 。48 h 首 次 换 液 除去 悬浮 生长 的 细胞 ， 之 后 每 隔 2-3 d 换 液 1 次 ， 当 细胞 
铺 满 瓶 底 时 0.25 % 胰 和 蛋白 酶 消化 ，1:2~1:3 细 胞 传代 。 

1. 2.4 二 维 、 三 维 细胞 培养 体系 的 构建 

1.2.4.1 细胞 二 维 培养 ” 取 生 长 状态 良好 的 第 三 代 细 胞 ，0.25 % 胰 和 蛋白 酶 消化 ， 
1000 r/min 离心 5 min， 弃 上 清 ， 以 3 x 105mL-I 接种， 加 入 800 ul DMEM/F-12 
(1096 RAR) , 37 'C 596 CO 细胞 培养 箱 中 培养 。 

1.2.4.2 细胞 三 维 培 养 ” 从 4C 冰 箱 中 取出 灭 菌 去 离子 水 将 10 mg/mL 的 短 肽 母液 
稀释 成 5 mg/mL 的 短 肽 溶液 ， 取 胰 和 蛋白 酶 消化 的 细胞 悬 液 ， 加 入 芯 糖 溶液 并 调 
整 细胞 浓度 为 3x105mL-1。 将 蔗糖 /细胞 悬 液 迅速 与 短 肽 溶液 混合 ， 配 置 成 2.5 
mg/mL 的 短 肽 细胞 悬 液 。 加 入 24 孔 (96 孔 ) 培 养 板 中 ， 每 孔 400 pL(50 uL), à 
后 补 入 400 uL(100 pD) 培 养 基 ，37 'C 5 % CO» 细胞 培养 箱 中 孵育 。 

1.2.5 CCK-8 测定 细胞 活性 ” 取 对 数 生长 期 细胞 ， 在 96 孔 板 中 分 别 设置 细胞 三 维 
培养 组 和 二 维 培养 组 ， 并 分 别 设置 不 加 细胞 的 三 维和 二 维 培养 空白 对 照 。 每 孔 
接种 细胞 浓度 为 5x104 mL1+， 加 入 培养 基 至 150 uL。 在 37 'C、5 % CO» 培养 
箱 中 培养 ， 每 隔 24h 更 换 培养 液 。 分 别 于 12h. 24h. 48h 取出 96 孔 板 ， 每 孔 
加 入 CCKS8 试剂 10 uL. FERRARA 3h 后 ， 用 酶 标 仪 于 波长 450 nm 下 测 
培养 细胞 的 吸光 度 值 。 

1.2.6 咱 喧 橙 /省 化 乙 锭 (AO/EB) 双重 染色 取 生 长 状态 良好 的 第 三 代 细 胞 ，96 孔 板 
中 进行 细胞 三 维和 二 维 培养 。 每 孔 加 入 150 uL 培养 液 ， 置 于 37 C 5 % COS E 
养 箱 中 培养 ， 分 别 于 1d. 3d. 5d 取出 ， 使 用 时 啶 橙 /省 化 乙 锭 (AO/EB) 双重 染 
色 观 察 细 胞 形态 学 变化 。 精 确 称 取 AOE). 、EB (省 化 乙 锭 ) 各 1 mg， 分 别 
溶 于 10 mL 磷酸 盐 绥 冲 液 phosphate buffer saline，PBS) 中 使 之 配 成 100 ug/mL 
的 储备 液 ， 过 滤 ，4 CC 保存， 用 前 等 量 混 合 ， 备 用 ; 在 细胞 培养 0d. 3d. 5d 之 
后 进行 染色 。 染 色 前 用 4% 多 聚 甲醛 固定 10min, 96 孔 板 每 孔 加 入 AO/EB 3 
色 2-4 uL, 室温 避 光 染色 10~15 min, PBS 清洗 2-3 次 ， 每 次 5 min， 于 荧光 
显微镜 下 观察 结果 。 

1. 2.7 心 肌 组 织 裂解 液 诱导 剂 配制 及 向 心肌 细胞 方向 诱导 分 化 ”收集 SD 大 鼠 的 心脏 组 织 
98085281 mmx1 mmx1 mm， 用 组 织 匀 浆 机 制备 组 织 裂 解 液 ， 5000 r/min 4 'C A 


410 min, Uf Ei. 0.22 pm 滤器 过 滤 ， 将 心肌 组 织 裂 解 液 与 DMEM F-12355 
养 基 “(20% 胎 牛 血清 ) 等 体积 混合 ， 置 于 4 'C 冰 箱 储存 备用 。 取 生长 状态 良好 
的 第 3 代 BMSCs， 在 细胞 生长 至 占 瓶 底面 积 00% 时 加 入 诱导 液 连续 培养 7d， 
天 换 液 1 次 。 

1.2.8 RT-PCR 检测 MLC-2v、GATA-4 基因 表达 情况 BMSCs 诱导 培养 3d、5d、7d 取 
出 24 FLIR; JHA Trizol 核酸 提取 液 ， 提 取 细 胞 中 总 RNA: cDNA 合成 : 42 'C 
预 处 理 2 min, 37 C 15 min, 85'C 5s， 结 束 后 冰 上 终止 反应 ; Real time PCR Jx. 
应 体系 如 下 : SYBR? Green Master Mix 10 pL， 引 物 上 下 游 各 0.5 uL, cDNA 模 
板 2.0 pL，ddH2O 补足 体系 至 20 uLo RT-PCR 反应 步骤 如 下 : 预 变性 95 'C 5 
min; 循环 反应 95 C 10 s，60 'C 30s, JI 40 次 ; 溶解 曲线 95 'C 15s, 60'C 
60 s, 95 'C 15 s。 引 物 序 列 如 下 : 

MLC-2v(Forward-CGTTTGCTGCCCTCGGAC;Reverse-CCTTCAGCGACCCTTTGCC) 


GATA-4(Forward-GCTTCGCAGGCTCCTACTCCQ;Reverse-GGGGTGTCTCGCAGGGTT) 
GAPDH(Forward-ATGTCGTGGAGTCTACTGGCQG., Reverse-GGGGGCTAAGCAGTTGGTO). 


1.2.9 统计 学 分 析 实验 数据 利用 SPSS 22.0 统计 学 软件 ， 采 用 1 检验 方法 分 析 数 
据 ， 以 P<0.05 为 具有 统计 学 意义 。 
2. 结果 
2. 1 自 组 装 短 肽 水 凝 胶 刚 果 红 染色 
刚果 红 染 色 观 察 短 肽 GFS-4 自 组 装 形成 水 凝 胶 的 过 程 ，5.0mg/ml 的 短 肽 溶液 


在 离子 条 件 下 ，2 小 时 后 形成 松散 的 片 状 结构 (图 1.a〉; 4 小 时 后 短 肽 水 凝 胶 薄 
膜 厚 度 和 片 状 结构 大 小 开始 增加 ， 但 此 时 结构 仍然 为 松散 状态 (图 1.b〉; 12 小 
时 后 ， 松 散 的 片 状 结构 相互 连接 ， 形 成 相对 致密 的 膜 状 结构 ， 但 片 状 结构 尚未 
完全 相互 连接 ， 仍 存在 部 分 未 互相 连接 的 片 状 结构 (图 1.c〉，; 自 组 装 24 小 时 
后 ， 短 肽 GFS-4 基 本 形成 结构 致密 的 凝 胶 状态 ， 片 状 结构 完整 的 连接 一 起 ， 结 
构 致 密 ( 图 1.d) 。 
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图 1 短 肽 GFS-4 自 组 装 形成 水 凝 胶 刚 果 红 染色 


Fig 

短 肽 GFS-4 在 PBS 溶 液 中 自 组 装 过 程 中 2h(a)、4h(b)、12h(c)、24h(d) 形 成 的 无 色 膜 结构 的 刚果 红 染 色 结 果 (x100) 

The colorless membranous structure was formed during the self-assembling process of the peptide GFS-4 in phosphate buffer saline and 
transformed to glass slide stained by congo red at 2(a);4(b);12(c);24(d)hours.(x100) 


2. 2 红细胞 膜 裂解 实验 

自 组 装 前 后 的 3 种 不 同 浓 度 的 短 肽 溶液 (1、10、100 mg/mL) 对 红细胞 的 
裂解 度 与 阳性 对 照 组 比较 相差 0.350 左 右 ， 与 阴性 对 照 组 相差 0.014 左 右 。 裂 解 度 
均 不 超过 0.06 (p<0.05) 。 这 说 明 3 种 不 同 浓度 短 肽 GFS-4 溶 液 自 组 装 24 h 后 与 未 
组 装 前 对 细胞 膜 都 没有 破坏 作用 。 


0.57 3 oh 


0.4- 24h 


Lysis 


图 2 红细胞 膜 裂 解 实验 

Fig2.Red cell lysis of nano-peptide GFS-4. 

0h: 自 组 装 前 24h: 自 组 装 后 

Oh:before self-assembled 24h: self-assembled 24hours later. 
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2.3 BMSCs 在 二 维和 三 维 培养 微 环境 中 形态 学 观察 

在 二 维和 三 维 体系 中 培养 3 天 后 ， 可 以 观察 到 : 细胞 在 二 维 培养 环境 中 以 集 
落 样式 分 布 ， 排 列 似 旋涡 状 ， 贴 壁 生长 ， 细 胞 饱满 成 梭 形 或 纺锤 形 ， 细 胞 透 
亮 ， 折 光 性 较 好 。 细 胞 三 维 中 成 球形 、 散 在 分 布 ， 细 胞 不 贴 壁 ， 均 匀 分 布 于 三 
维 培养 环境 中 ， 胞 浆 饱 满 透 亮 ， 折 光 性 好 。 细 胞 在 二 维 培养 环境 中 生长 较 快 ， 
第 三 代 细胞 4~5 天 即 铺 满 瓶 底 90 %。 而 在 三 维 培养 环境 中 ， 细 胞 生长 速度 慢 较 
二 维 慢 ， 但 仍 可 见 在 原 有 细胞 周围 逐渐 出 现 分 裂 增殖 的 细胞 ， 小 簇 状 分 布 。 三 
维 培养 环境 下 视野 所 见 细胞 数量 较 少 ， 细 胞 体积 小 ， 不 表现 细胞 贴 壁 生长 时 的 
形态 特点 ， 如 图 3。 


图 3 BMSCs 在 普通 二 维 培养 和 自 组 装 短 肽 构建 三 维 培养 环境 中 第 3 天 的 生长 状态 


a: 二 维 培养 组 b: 三 维 培养 组 〈X100) 


a: 2D environment b: 3D environment (x100) 


2.4 自 组 装 短 肽 水 凝 胶 支 架 三 维 培养 微 环 境 对 细胞 的 影响 

BMSCs 在 三 维和 二 维 环境 培养 12h、24h、48h 后 ，CCKS8 实验 结果 发 现 : 
三 维 培养 组 吸光 度 OD 值 在 12h、24h、48h 时 均 显 著 地 低 于 二 维 培养 组 
(p<0.05) ， 如 图 4， 即 在 GFS-4 水 凝 胶 三 维 培养 环境 中 细胞 活性 明显 低 于 二 
维 组 。 

在 三 维和 二 维 培养 体系 中 生长 14、3d、5d 后 的 细胞 进行 AO/EB 染 色 后 可 以 
发 现 : 二 维 培养 组 细胞 在 第 1 天 时 ， 细 胞 生长 状态 良好 ， 较 少 凋 亡 。 第 3 天 时 细 
胞 间 间 际 减 小 ， 细 胞 出 现 相互 接触 ， 凋 亡 较 少 。 第 5 天 时 ， 细 胞 因为 接触 抑制 ， 
局 部 已 出 现 大 面积 凋 亡 。 三 维 培养 组 中 细胞 数量 略 少 于 二 维 培养 组 ， 细 胞 悬浮 
生长 ， 细 胞 成 球形 ， 从 第 1 天 至 第 5 天 细胞 都 保持 在 较为 良好 的 生长 状态 ， 发 生 


凋 亡 的 细胞 数量 较 少 ， 如 图 5。 
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图 4. BMSCs 在 二 维和 三 维 条 件 下 细胞 增殖 情况 (* p<0.05) 


Fig.4 The proliferation state of bone marrow mesenchymal stem cells between 3D and 2D culture environment 


utilizing cck8 (* p«0.05) 
纵 坐 标 表示 BMSCs 在 二 维 或 者 三 维 培养 坏 境 中 培养 在 12h、24h、48h 后 加 入 CCK8 溶 液 旷 育 3h 后 溶液 的 吸光 度 OD 值 。 


Y-axis reflect the absorbance values of the culture medium of bone marrow mesenchymal stem cells cultured in 2D and 3D environment 


图 5 运用 A0/EB 双 重 染色 观察 BMSCs 在 三 维和 二 维 环境 中 培养 1d、3d、5d 时 凋 亡 情况 


Fig5.The situation of apoptosis in bone marrow mesenchymal stem cells at 3D environment and 2D environment 


after 12h. 24h. 48h reacting with cck8 in 3 hours. 


utilizing AO/EB staining. 
A: 三 维 环境 (x200) B: 二 维 环境 (x100) 
A: 3D environment (x200) B:2D environment (x100) 


2.5 BMSCs 诱 导 后 MLC-2v、GATA-4 基 因 表 达 情 况 
采用 Real-time PCR 检 测 自 组 装 短 肽 构建 的 三 维 体系 诱导 3d、5d、7d 后 MLC- 


2v. GATA-4 表达 量变 化 。 结 果 显示 : 第 3 天 MLC-2v 的 表达 量 ， 二 维 培养 组 与 
三 维 培养 组 之 间 没 有 差异 。 第 5 天 和 第 7 天 MLC-2v 的 表达 量 ， 三 维 组 均 高 于 二 维 
组 ， 差 异 具 有 显著 性 (p<0.05) 。 这 表明 ， 三 维 培养 环境 能 够 促进 MLC-2v 基 因 
的 表达 。 同 样 ， 三 维 培养 组 中 GATA4 基 因 表 达 量 在 第 5 天 和 第 7 天 时 表达 量 均 明 
显 高 于 二 维 培养 组 (p«0.05) ， 如 图 6。 


Relative mRNA Levels 
Relative mRNA Levels 


图 6 Real-time PCR 检 测 BMSCs 诱 导 过 程 中 相关 基因 表达 情况 (* P<0.05) 
Fig6.The expression of MLC-2v and GATA-4 in the process of bone marrow mesenchymal stem cells 


differentiating to myocardium(* p«0.05). 
3. 讨论 

细胞 三 维 培养 与 二 维 培养 相 比 有 许多 优点 : 经 典 的 组 织 细胞 的 研究 是 在 二 
维 材料 如 培养 四 、 多 孔 板 上 进行 的 。 但 机 体 几 乎 所 有 细胞 都 髓 入 一 个 由 ECM 组 
成 的 ， 供 细胞 暮 附 ， 和 生长， 分 人 化， 迁移 和 通讯 的 三 维 微 环境 四 ,| 已 报道 用 于 
BMSCs 三 维 培养 支架 包括 : 藻 酸 盐 凝 胶 ”"， 胶 原 蛋 白 ”， 壳 聚 糖 凝 胶 等 ， 以 往 
研究 的 三 维 支 架 材 料 多 为 微米 级 ， 与 体内 ECM 差 异 较 大 ， 且 纤维 支架 材料 的 孔 
径 远 大 于 大 多 数 生物 分 子 ， 分 子 扩散 速度 快 ， 不 利于 维持 细胞 分 化 、 生 长 ”。 
自 组 装 短 肽 水 凝 胶 文 架 在 一 定 程度 上 能 模拟 ECM 的 细胞 信号 传导 ， 细 胞 通讯 功 
能 负 。 本 研究 采用 的 自 组 装 短 肽 GFS-4， 在 阳离子 条 件 下 发 生 自 组 装 ，24h 后 形 
成 致密 的 膜 状 结构 。 红 细胞 膜 裂 解 实验 发 现 : 1、10、100ug/ml 的 短 肽 溶液 在 自 
组 装 前 后 对 红细胞 膜 均 无 裂解 作用 ， 这 表明 短 肽 不 会 对 细胞 膜 造 成 损伤 。 细 胞 
在 自 组 装 短 肽 GFS-4 构 建 的 三 维 环境 与 普通 二 维 环境 中 的 细胞 成 权 形 或 纺锤 形 
的 形态 特点 不 同 ， 三 维 培养 环境 中 细胞 体积 小 ， 成 球形 ， 边 界 清楚 ,细胞 状态 
良好 ， 且 保持 低 的 分 裂 增殖 状态 。 同 时 ， 三 维 环境 下 细胞 具有 保持 良好 的 细胞 
活力 ， 以 及 凋 亡 速度 与 传统 二 维 培养 环境 相 比 较 慢 的 特点 。GFS-4 短 肽 水 凝 胶 
文 架 三 维 培养 环境 中 BMSCs 的 形态 学 特点 以 及 与 二 维 环境 相 比 更 优 的 细胞 生长 


和 增殖 特点 与 已 有 报道 文 架 材料 相似 ，GFS-4 可 用 作 BMSCs 的 三 维 培养 文 架 材 
料 。 

BMSCs 体 外 诱导 分 化 为 心肌 细胞 移植 到 心肌 梗死 区 替代 坏死 凋 亡 的 细胞 以 
蔡 代 功 能 是 近年 来 心肌 梗死 细胞 治疗 的 热点 431。 一 些 基础 研究 和 临床 研究 表 
明 ，BMSCs 具 有 分 化 为 心肌 细胞 和 成 血管 细胞 ， 分 泌 大 量 生长 因子 和 细胞 因 
子 ， 以 及 通过 旁 分 泌 机 制 促进 新 生 血 管 形成 等 优势 ”。 有 学 者 认为 心肌 组 织 裂 
解 液 更 能 模拟 心肌 组 织 微 环 境 ， 诱 导 分 化 后 更 具有 心肌 细胞 特性 “。 本 实验 利 
用 心肌 组 织 裂 解 液 初 步 诱导 7 天 ， 并 发 现 MLC-2v 和 GATA-4 的 表达 量 逐 渐 呈 上 
升 趋势 ， 且 三 维 环境 表达 量 显著 高 于 二 维 组 表达 量 。MLC-2v 即 为 肌 球 蛋白 轻 
链 -2， 在 心脏 发 育 的 早期 心室 发 育 中 起 着 重要 作用 中 |。 心肌 转录 因子 GATA-4 


在 心脏 发 育 最 早 表达 ， 是 心肌 前 体 细胞 最 早 的 标志 之 一 上。 而 本 研究 发 现 三 维 


环境 提高 了 诱导 过 程 中 MLC-2v 和 GATA-4 基 因 表 达 ， 说 明 三 维 环境 在 促进 
BMSCs 向 心肌 方向 诱导 分 化 方面 可 能 具有 一 些 优势 。 其 机 制 可 能 与 GFS-4 短 肽 
水 凝 胶 构 建 的 细胞 三 维 培养 环境 能 够 促进 细胞 间 信 息 传递 有 关 “”。 

综 上 所 述 ， 自 组 装 短 肽 GFS-4 在 阳离子 条 件 下 形成 的 水 凝 胶 支 架 材 料 构建 
的 细胞 三 维 培养 微 环境 ， 与 普通 二 维 培养 环境 相 比 ， 在 保持 BMSCs 细胞 活力 
和 低速 凋 亡 方面 均 具 有 一 定 优势 ， 并 且 在 促进 心肌 组 织 裂解 液 诱 导 BMSCS 向 
心肌 方向 分 化 过 程 可 能 具有 一 定 优势 ， 但 具体 机 制 尚 得 进一步 研究 。 本 研究 为 
今后 BMSCs 的 三 维 培养 、 心 肌 方向 诱导 分 化 以 及 临床 治疗 心肌 缺 血 性 疾病 提 
供 了 一 些 思路 和 方法 。 
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